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© Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur 

© Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen, 
wobei die Anti-Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden 
Vektors vorliegt. 
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Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betrifft eine Anti-Sinn-RNA mil Sekundarstruktur, eine sie enthaltende Kombination sowie 
die Verwendung beider. 

5 WO 94/12633 beschreibt bestimmte Anti-Sinn-Sequenzen von Nukleotidbasen, die an einem oder beiden Enden der 
Anii-Sinn-Sequenz weitereNukleotide besitzen, die eine Sekundarstrukturbilden. 

Neue Techniken zur Hemmung der Genexpression umfassen haufig den Einsatz von Anti-Sinn-RNA. Dies ist eine 
RNA, die zu Bereichen der mRNA eines Gens komplement&r ist und an diese binder. Es entsteht ein Duplexmolekul, das 
der Translation der mRNA entzogen ist Damit kann eine Hemmung der Genexpression erreicht werden. 
10 Es hat sich allerdings gezeigt, daB das DuplexmoiekUl haufig nicht stabil ist, d. h. die mRNA wird wieder frei fur die 
Translation, wodurch die Hemmung der Genexpression schwach ist oder gar nicht eintritt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt sornit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem eine starke Hem- 
mung der Genexpression erzielt werden kann. 

ErfindungsgemaB wird die*; durch eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen erreicht, wobei die Anti- 
15 Sinn-RNA in Form eines sic kodicrcndcn Vcktors voriicgt. 

Mit dem Ausdruck "besonderer Sekundardruck" ist gemeint, daB es sich nicht urn eine naturlich vorkommende Sekun- 
darstruktur handelt, sondem daB diese kiinstlich erzeugt worden ist. 

Der Ausdruck "Anti-Sinn-RNA" umfaBt jcglichcs RNA-Molckiil, das sich als Anti-Sinn-RNA cignct, d. h. komplc- 
mentar zu Bereichen einer RNA, insbesondere mRNA und ganz besonders Regulationseiementen diesen ist und durch 
20 Bindung an diese Bereiche eine Hemmung der Genexpression bewirkt. Die Anti-Sinn-RNA kann auch DNA-Sequenzen 
umfassen. ErfindungsgemaB liegt die Anti-Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden Vektors vor. Ein solcher Vektor 
kann ein iiblicher Expressionsvektor sein. Giinstig kann es sein, wenn die Expression der fur die Anti-Sinn-RNA kodie- 
renden Sequenz unter der Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren Promoters, wie eines Gewebe- oder lumor- 
spezifischen Promotors, stehL 

25 Der Ausdruck "Sekundarstruktur" umfaBt jegliche DNA- und/oder RNA-Sequenz, die in einer Anti-Sinn-RNA vorlie- 
gen kann und eine zumindest teilweise ,, Hairpin ,, -Struktur aufweist, d. h. einzelne Basenpaare unterliegen einer Ruckfal- 
tung. Die Sekundarstruktur kann innerhalb der Anti-Sinn-RNA vorliegen. Auch kann sie am 5'- und/oder 3 -Ende der 
Anti-Sinn-RNA vorliegen. Liegen mehrere Sekundarstrukturen vor, konnen diese gleich oder verschieden voneinander 
sein. Vorzugsweisc ist die Sekundarstruktur cine (GC) 0 -Palindrom-(GC) n -, (AT) n -PaIindrom-(AT) n -, oder (CG) D -Palin- 

30 drom-(CG) n -Sequenz, wobei es besonders bevorzugt ist, wenn n=20 und das Palindrom eine EcoRI-Restriktionsstelle 
ist. Bevorzugt sind auch komplizierte Palindrome wie (AGCT) n oder (GAATTC) n . 

Eine erfindungsgemaBe Anti-Sinn-RNA kann durch Gbtichc Vcrfahrcn hcrgcstcllt werden. Giinstig ist es, durch Ohgo- 
nukleotidsynthese eine doppelstrangige (GC^Q-EcoRI-CGC^o-Sequenz herzustellen und diese an das 5*-Ende der 
cDNA-Sequenz eines zu hemmenden Gens zu ligieren. Das erhaltene DNA-Molekiil wird in 3'— 5, Richtung an den Pro- 

35 motor eines Vektors ligiert. Der erhaltene Veklor fiihrt zur Expression der erfindungsgemaBen Anii-Sinn-RNA. Ergan- 
zend wird auf Sambrook, Fritsch, Maniatis, A Laboratory Mannual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, verwie- 
sen. 

Eine erfindungsgemaBe Anti-Sinn-RNA kann in Form eines sie kodierenden Vektors in Zellen eingebracht werden. 
Die Zellen konnen jegliche Zellen, wie Pflanzen- und tierische, insbesondere Saugetier- und ganz besonders menschliche 

40 Zellen, sein. Die Zellen konnen innerhalb eines Organismus oder auBerhalb eines solchen vorliegen. Letztere konnen 
frisch isoliert oder in Kultur gehalten sein. Das Einbringen der Anti-Sinn-RNA in die Zellen kann durch ubliche Trans- 
fektionstechniken, wie Elektroporation, erfolgen, 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Kombination aus einer erfindungsgemaBen Anti-Sinn- 
RNA und einer (ds)RNAse. Dies ist eine RNAse, die doppelstrangige RNA erkennen und abbauen kann. Eine 

45 (ds)RNAse findet sich z. B. in dem Hefestamm Schizosaccharomyces pombe (pacl+). In der Kombination kann die er- 
findungsgemaBe Anti-Sinn-RNA als solche oder in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegen. Ebenso kann die 
(ds)RNAse als solche oder in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegen. Ein solcher Vektor kann ein iiblicher Ex- 
pressionsvektor sein. Giinstig kann es sein, wenn die Expression der fur die (ds)RNAse kodierenden Sequenz unter der 
Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren Promotors, wie eines Gewebe- oder Tbmor-spezifischen Promotors, 

50 steht Ferner kann es von Vorteii sein, wenn die Kombination darin besteht, daB ein Vektor vorliegt, der sowohl fur die er- 
findungsgemaBe Anti-Sinn-RNA als auch fur die (ds)RNAse kodiert. Hinsichtiich des Vektors wird auf vorstehende 
Ausfiihrungen verwiesen. 

Die Kombination aus einer erfindungsgemaBen Anti-Sinn-RNA und einer (ds)RNAse kann in Zellen eingebracht wer- 
den. Hinsichtiich der Zellen und des Einbringens der Anti-Sinn-RNA wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 
55 Die (ds)RNAse kann als solche, d. h. als Protein, durch ubliche Verfahren, wie Lipofektion T eingebracht werden. In Form 
eines sie kodierenden Vektors kann die (ds)RNAse durch Verfahren eingebracht werden, wie sie fur die Anti-Sinn-RNA 
genannt wurden. 

Die voriiegende Erfindung stellt eine Anti-Sinn-RNA und eine sie enthaltende Kombination bereit, die eine starke 
Hemmung der Genexpression bewirken. Die voriiegende Erfindung findet somit eine breite Anwendung in der Moleku- 
60 larbiologie und der Medizin. Insbesondere kann an die Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen gedacht werden, 
bei denen einzelne Proteine auslosend oder verstarkend sind. Dies sind z. B. Erkrankungen, bet denen Hormone eine 
groBe Rolle spielen, Tumorerkrankungen und virale Infektionen, wie HIV und AIDS. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 

65 

Fig. 1 zeigt die Hemmung der Genexpression durch eine erfindungsgemaBe Anti-Sinn-RNA. (1) ist die Expressions- 
rate des C AT-Gcns in Anwcscnhcit cincr Anti-Sinn-RNA. (2) ist die Exprcssionsratc des CAT-Gcns in Anwcscnhcit cincr 
Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur I. (3) ist die Expressionsrate des CAT-Gens in Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA 
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mit Sekundarstruktur II. 

Fig. 2 zeigt die Hemmung der Genexpression durch eine erfindungsgeinaBe Anti-Sinn-RNA. (1) ist die Expressions- 
rate des CAT-Gens in Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur I. (2) ist die Expressionsrate des CAT- 
Gens in Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur I und einer (ds)RNAse. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. S 

Beispiel 1 

Herstellung von Expressions-Vektoren, die das Chloramphenicol acetyl transferase (CAT)-Gen in 5'— 3* bzw. 3'— *5* Rich- 

tung enthalten io 

Das CAT-Gen wurde aus einem iiblichen CAT-Vektor isoliert und in die "multiple cloning site" des Expressionsvektors 
pJ3il (vgl. Nucleic acids res. 18, (1990), 1068) inseriert. In einem Fall erfolgte die Insertion in 5'-*3' Richtung und es 
wurde der Expressionsvektor pJfcH-CAT erhalten. Im anderen Fall erfolgte die Insertion in 3'-+5' Richtung und es wurde 
dcr Expressionsvektor pJ3f2-TAC erhalten. 15 

Beispiel 2 

Herstellung von Expressionsvektoren, die das CAT-Gen in 3'— *-5' Richtung und eine fur eine Sekundarstruktur I bzw. II 

kodierende Sequenz enthalten 20 

(A) Expressionsvektor mit einer (GC) 2 o-EcoRI-(GC)2o-Sequenz ^ 5 f -Ende des CAT-Gens (Sekundarstruktur I) 

1. Herstellung einer (GC) 2 n-EcoRI-(GC)20~Sequenz 

25 

(a) Mittels eines automatischen Synthese-Gerats (Oligonukleotid-Synthesizer) wurden 2 Oligodesoxynukleotide 
hergestellt: 

AATTC- (GC) 20-G 
und 

G-(GC) 20-CTTAA 

(b) Die beiden Oligodesoxynukleotide wurden im Verhaltnis 1 : 1 gemischt, auf 90°C erhibct, danach langsam unier 35 
,, annealing' , -Bedingungen auf Raumtemperatur abgekuhlL Dabei entstand einDNA Doppelstrang folgender Struk- 
tun 

AATTC- (GC) 2Q-G 

* ** * 40 

G-(GC) 20-CTTAA 

(c) Unter Ligationsbedingungen entstanden Vielfache der in (b) beschriebenen DNA 

AATTC- (GC ) 20-GAATTC- (GC) 20 -GAATTC- (GC) 20 ~G 45 

* ** ****** ** ***** ** * 

G- (GC) 20-CTTAAG- (GC) 20 -CTTAAG- (GC) 20 -CTTAA. . - 
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(d) Die Ligationsprodukte wurden durch Gelelektrophorese nach GroBe aufgetrennt und eine Sequenz, bestehend 50 
aus Dimeren, wurde aus dem Gel eluiert und mittels Polynukleotidkinase/ATP phosphoryliert. 

AATTC- (GC) 20-GAATTC- (GC) 20-G-P 
* ** ****** ** * 

P-G- (GC) 20-CTTAAG-(GC) 2 0-C 55 

(e) Diese Sequenz wurde zunachst in die EcoRI-S telle des iiblichen Klonierungsvektors pBluescript (Stratagene) 
eingesetzt, aus dem sie durch geeignete Restriktionsenzyme zur Umklonierung in-den Vfektor, der das CAT-Gen in 
3'— »- 5" Richtung aufweist, entnommen werden konnte. 

60 

2. Einbau der (GC) 20 -EcoRI-(GC) 20) Sequenz in den Vektor, der das CAT-Gen in 3'— 5* Richtung aufweist 

Der Vektor pJ3Q-TAC von Beispiel 1 wurde in der "multiple cloning site" zwischen dem Promotor und der TAC-In- 
sertion mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten. Die (GQ2o-EcoRI-(GC) 2 o) Sequenz wurde mit den entspre- 
chenden Enzymen aus dem pBluescript- Vektor von Beispiel 2(e) entnommen. Die beiden Nukleinsauren wurden per Li- 65 
gation verbunden. Es wurde der Expressionsvektor pJ3n-TAC-Sek. I erhalten. 



3 



DE 196 31 919 C2 

(B) Expressionsvektor mit einer (GQ20 _ E co RH^Q20~Sequenz am 3'-Ende dcs CAT-Gens (Sekundarstruktur II) 

Die unter Beispiel 2 (A) hergestellte (G02o-EcoRI-(GC) 2 o-Sequenz wurde in den Vektor pJ3H-TAC am 3'-Ende des 
TAC-Gens eingesetzt Es wurde der Expressionsvektor pJ3Q-TAC-Sek.II erhalten. 

S 

Beispiel 3 

Herstellung eines Expressionsvektors, der fur eine (ds) RNAse kodiert 

10 Aus einer iiblichen genomischen Bibliothek von Schizosaccharomyces pombe wurde mittels einer FCR-Amplifikation 
das fur eine (ds)RNAse kodierende Gen (pacl+) isoliert. Hierzu wurden Primer verwendet, die aus der bekannten Se- 
quenz des Gens pacl+ (vgL Datenbank: embl: S78982) abgeleitet worden waren. Das Gen pacl+ wurde in dem bekann- 
ten Vektor pBluescript kloniert und durch Sequenzierung bestatigt. Nach Umklonierung in den ublichen Expressionsvek- 
tor pcDNA3 (InVltrogen) wurde der Expressionsvektor pcDNA3-pacl+ erhalten. 

15 

Beispiel 4 

Hcmmung der Gcncxprcssion durch cine Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur 

20 (a) Ehrlich Ascites TYimorzellen (10 7 Zelten/ml) wurden mit den Expressionsvektoren pJ3Q-GAT, pJ3fKTAC, 

pJ3n-TAC-Sek. I bzw. pJ3fi-TAC-Sek. II iransfiziert (vgl Tabelle 1). Die Transfektion wurde niiUels Eleklropora- 
tion (366V/950yF/Elektrodenabstand D=4mm) durchgefuhrt. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet, 
lysiert und Aliquote mit radioaktiv markiertem {Chloramphenicol inkubiert. Es wurde die Konversionsrate (in Ac- t 
Di-Ac-Chloramphenicol) nach DC durch Messung der Radioaktivitat bestimmt. 
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Tabelle 1 

1 2 3 

pJ3Q-CAT 3jjq 3fjg 3yg 

PJ3Q-TAC 7,5fjg 

pJ3Q-TAC-Sek. I - 7,5//g 



45 pJ3Q-TAC-Sek. II - - 7,5//g 

Aus Fig. 1 geht hervor, daB durch Transfektion von pJ3Q-TAC-Sek. I bzw. pJ3£l-TAC-Sek. II (vgl. Fig. 1, (2), (3) eine 
starkere Hemmung der Expression des CAT-Gens erreicht werden kann, als wenn pJ3i2-TAC (vgi. Fig. 1,(1) verwendet 
wird. 

so 

(b) Ehrlich Ascites Turnorzellen (10- 7 Zeilen/ml) wurden mit den Expressionsvektoren pJ3n-CAT, pJ3Q-TAC- 
Sek. I bzw. pcDNA3-pacl+ tranfiziert (vgl. Tabelle 2). Die Transfektionsbedingungen waren wie in Beispiel 4 (a) 
beschrieben. 

55 . Tabelle 2 



1 2 

6o pJ3Q-CAT Sfjg 5//g 

pJ3Q-TAC-Sek. I Wjjg 10/ig 

pcDNA3-pac1 + - 10//g 
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Aus Fig. 2 geht hervor, daB durch Kotransfektion von pDH-TAC-Sek. I mit pcDNA3-pacl+ (vgl. Fig. 2 (2)) eine star- 
kcrc Hcmmung der Expression von CAT erhalten wird, als wenn pJ3Q-TAC-Sck, I (vgl. Fig. 2, (1) allcinc verwendet 
wird 
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Somit wird deutliche daB einc Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur eine groBere Hemmwirkung auf die Genexpres- 
sion hat als eine Anti-Sinn-RNA ohne Sekundarstruktur. Femer wird deudich, daB die Hemmwirkung der Anti-Sinn- 
RNA mit Sekundarstruktur noch gesteigert werden kann, wenn zusatziich zu gegebenenfalls naturlich vorhandenen 
(ds)RNAsen eine (ds)RNAse-Aktivitat mittels der beschriebenen Verfahren hervorgerufen bzw. crzeugt wird. 

5 

Patentanspriiche 

1. Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen, wobei die Anti-Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden 
Vektors vorliegt 

2. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die Sekundarstruktur am 5'- und/oder 3-Ende 10 
der Anti-Sinn-RNA geschaffen worden ist. 

3. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sekundarstruktur eine (GC^-Palin- 
drom-(GO n - oder (CG) D -Palindrom-(CG) n -Sequenz isL 

4. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB n = 20 und das Palindrom eine EcoRI-Restrik- 
tionsstcllc ist. 15 

5. Kombination, umfassend die Anti-Sinn-RNA nach einem der Ansprliche 1-4 und eine (ds)RNAse. 

6. Kombination nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die (ds)RNAse in Form eines sie kodierenden Vek- 
tors vorliegt. 

7. Verwendung der Anti-Sinn-RNA nach einem der Anspriiche 1-4 und der Kombination nach Anspruch 5 oder 6 

zur Hemmung der Genexpression. 20 
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The invention refers to anti-sense-RNA with a special secondary structure. The anti-sense- 
RNA is present in form of a vector encoding the anti-sense-RNA. 



